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According to the claims, the present invention comprises the preparation of chemically modified, cross- 
linked hemoglobins with improved functional properties, the cross-linked hemoglobins prepared according 
to this method and the use of these hemoglobins as artificial oxygen carriers. The synthesis method is 
characterized by technical simplicity as well as by high yields. Deoxygenated hemoglobin of high purity is 
conjugated covalently under the protection of an antioxidant with an effector of oxygen binding, especially 
with pyridoxal-5-phosphate, after which the hemoglobin is polymerized with glutardialdehyde as a 
bifunctional cross-linking agent. At the same time, there is a large increase in the volume of the reaction 
mixture and a decrease in the concentration of the hemoglobin during the addition of the cross-linking 
agent Subsequently, after further dilution with water, a polyethylene oxide derivative is chemically linked 
to the cross-linked hemoglobins. Polymers are obtained, which are compatible with blood plasma and 
have optimized cooperativity and half saturation pressure values and can find use as artificial oxygen 
carriers and, in particular, are divided into a lower molecular weight fraction as blood substitute and a 
higher molecular weight fraction as blood additive, for example, for the treatment of oxygen-deficiency 
conditions. 
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Die f olgenden Angaben sind don vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Kunstliche Sauerstofftrager aus vernetztem modifizierten Human- oder Schweinehamoglobin mit 

verbesserten Eigenschaften, Verfahren zu ihrertechnisch einfachen Herstellung aus geremigtem Material in 
hohen Ausbeuten, sowie deren Verwendung 

@ Die vorliegende Erfindung umfaGt gemaB den Anspru- 
chen die Herstellung chemisch modifizierter, vernetzter 
Hamoglobine mit verbesserten funktionellen Eigenschaf- 
ten, die nach diesem Verfahren hergestellten vernetzten 
Hamoglobine sowie ihre Verwendung als kunstliche Sau- 
erstofftrager. Das Herstellungsverfahren ist gekennzeich- 
net sowohl durch technische Einfachheit als auch hohe 
Ausbeuten. 

Hochreines desoxygeniertes Hamoglobin wird unter dem 
Schutz eines Antioxidationsmittels mit einem Effektor der 
Sauerstoffbindung, insbesondere Pyridoxal-5-phosphat, 
kovalent konjugiert, danach erfolgt die Polymerisierung 
des Hamoglobins mit Giutardialdehyd als biofunktionel- 
» lem Vernetzer bei gleichzeitig starker Zunahme des Volu- 
mens des Reaktionsgemisches und abnehmender Kon- 
zentration des Hamoglobins wahrend der Zugabe des 
Vernetzers. AnschlielSend wird, nach weiterer Verdun- 
nung mit Wasser, an die vernetzten Hamoglobine ein Po- 
lyethylenoxid-Derivat chemisch angeknupft. Erhalten 
werden mit Blutplasma vertragliche Polymere mit opti- 
mierten Kooperativitats- und Halbsattigungsdruckwerten, 
die als kunstliche Sauerstofftrager und insbesondere auf- 
geteilt in einen nieder- und einen hochmolekularen An- 
teils als Blutsubstitut bzw. als Blutadditiv, beispielsweise 
bei der Behandlung von Sauerstoffmangelzustanden, 
Verwendung finden konnen. 
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[0007] Eine zusatzliche potentielle Empfangergruppe fur 
kunstliche sauerstofiftransportierende Losungen sind Patien- 
ten, welche eine allergische Reaktion, beispielsweise auf 
HLA-Anugene, erwarten lassen. Bisher versucht man die 
Leukozyten durch eine Filtration iiber Baumwolle aus Blut- 5 
konserven zu entfemen. Kunstliche Blutersatzlosungen wa- 
ren dagegen vollig frei von Leukozyten, In neuerer Zeit hat 
man an Schweinen beobachtet, dass nach Verbesserung der 
Sauerstofrversorgung (Herabsetzung der S auerstoff- Affirii- 
tat des Hamoglobins) das Schlagvolumen des Herzens ver- 10 
ringert wird und die Herzfrequenz unbeeinflusst bleibt (Vil- 
lereal M. C, et al. (1987): "Engineered Red Blood Cells 
with Modified Oxygen Transport Properties: A New Oxy- 
gen Carrier", Biomater., Med. Dev., Artif. Organs 15: 397). 
In einer anderen Arbeit (Bosman R. J., et al. (1992): "Free 15 
Polymerized Hemoglobin Versus Hyroxyethyl Starch in Re- 
suscitation of hypovolemic Dogs", Anesth. Analg. 75: 
811-817) wurde gezeigt, daB die Applikation sauerstoff- 
transportierender Losungen nach einem Volumenmangel- 
schock beim Hund die Zunahme des Herzzeitvolumens ver- 20 
hindert und somit das Herz schont. Hier eroffhet sich die 
Moglichkeit, durch Verbesserung der Sauerstofrversorgung 
eine funktionelle kardiale Protektion zu erreichen, was bei- 
spielsweise im Falle eines Infarkts hilfreich ist Das ware ein 
vollig neuer Aspekt fur die Anwendung sauerstofftranspor- 25 
tierender Losungen. 

[0008] Eine weitere Anwendung solcher kunstlicher Sau- 
erstofftrager ware die Erhohung der Strahlungsempfindlich- 
keit von Tumoren, zumal sich mehr und mehr andeutet, daB 
molekulare, im Plasma geloste Sauerstofftrager sehr viel ef- 30 
fektiver SauerstotT an das Gewebe abgeben, als Vollblut: 
Solche kunstlichen Trager bewirken eine Synergie mit dem 
nativen (intraerythrozyteren) Trager. D. h., dass der moleku- 
lar-disperse kunstliche Trager im Blutplasma nicht nur per 
se am besten SauerstotT aus der Kapillare abgibt, sondem 35 
zudem die S auerstoff abgabe des vorhandenen nativen Sy- 
stems verstarkt, und zwar iiber den Mechanismus der er- 
leichterten Diffusion. Das bedeutet, daB man fur diesen 
Zweck nur eine geringe Konzentration des kunstlichen Ima- 
gers im Plasma benotigL TYotzdem bleibt diese funktionelle 40 
Therapie (siehe oben) auBerst effektiv. 
[0009] Alles Gesagte verdeutlicht den Bedarf eines kunst- 
lichen Sauerstofrtransporteurs. UnerlaBlich fiir die Nutzung 
eines kunstlichen Sauerstofftragers ist, dass sein Ausgangs- 
material in ausreichender Menge zur Verfugung steht. Ver- 45 
fallene Blutkonserven losen das Problem somit nicht. Des- 
halb ist es notwendig, Herhamoglobine zu verwenden, vor- 
zugsweise von den wichtigsten Schlachttieren: Rind und/ 
oder Schwein. 

[0010] Aus der Darstellung des Bedarfs kunstlichen Sau- 50 
erstofftrager ergeben sich grob zwei Typen der Anwendung: 
einerseits im Falle eines starken Blutverlustes und anderer- 
seits im Falle eines chronischen Sauerstoffmangels. Im er- 
sten Fall benotigt man zur Kompensation ein iso-onkoti- 
sches, SauerstotT transportierendes Voiumensubstitut 55 
(kunsdiche Sauerstofftrager der ersten Generation), im 
zweiten Fall dagegen ein SauerstotT transportierendes Blut- 
additiv (kunstliche Sauerstofftrager einer zweiten und neuen 
Generation). Wie erwahnt, ist der letzte Fall der weitaus 
haufigere. Im iibrigen erlaubt ein entsprechendes Blutaddi- 60 
tiv, in Kombinalion mit einem sogenannte Plasmaexpander, 
auch die Therapie eines akuten Blutverlustes mit dem gro- 
Ben Vorteil, daB der Arzt die Mogh'chkeit hat, sowohl die 
Gabe von Sauerstofftragern als auch des Fliissigkeitsvolu- 
men, auf den Bedarf des einzelnen Patienten abzustimmen. 65 
[0011] Auch der Organismus vermag beides (Menge des 
Sauerstofftragers und Blutvolumen) unabhangig voneinan- 
der zu verandern, namlich die Erythrozytenbildung iiber 
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Erythropoetin und das Plasmavolumen iiber ein eigenes Re- 
gulationssystem. Beide GroBen sind dadurch entkoppelt, 
daB der Trager im Blut einen sehr viel kleineren kolloidos- 
motischen Druck hat als das Plasma, 
[0012] Bisher wurden von anderen drei grunds&tzlich ver- 
schiedene Strategien zur Entwicklung eines kunstlichen 
Sauerstofftragers fur das Blut verfolgt (Stand der Technik: 
Rudolph A. S. et al. (Hrsg.): Red Blood Cell Substitutes: Ba- 
sic Principles and Clinical Applications, Marcel Dekker, 
New York u. a. 1998; Tsuchida E. (Hrsg.): Blood Substitu- 
tes: Present and Future Perspectives, Elsevier Science, Am- 
sterdam 1998; Chang T. M. S. (Autor bzw. Hrsg.): Blood 
Substitutes: Principles, Methods, Products and Clinical Tri- 
als, Volume 1 und - Volume 2, Karger Landes, Basel u. a. 
1997 und 1998) 

[0013] Verwendung von Ernulsionen mit Huorkohlenwas- 
serstoffen - neuerdings setzt man auch andere Halogene wie 
Brom ein in welchen SauerstotT besonders gut ISslich ist 
(Hirlinger W. K., et al. (1982): Auswirkungen eines teilwei- 
sen Blutaustausches mit Fluosol DA 20% auf den intakten 
Organismus des Schweines", Anasthesist 31 660-666). Da 
die Huokarbone lipophil sind, ist jedoch zu erwarten, daB 
Wechselwirkungen und Storungen in den Lipidschichten der 
Zellmembranen auftreten, Letztere sind integrierende funk- 
tionelle Bestandteile der Zelle. Zudem mussen die Huokar- 
bone mit Emulgatoren, wie Phospholipide dispergiert wer- 
den, welche zusatzlich mit den Membranen der Zellen inter- 
ferieren konnen (so benannte kunstliche Sauerstofftrager auf 
Basis von Fluorkarbonen der ersten Generation). 
[0014] Eine weitere Strategie stellt die Mikroverkapse- 
lung hochkonzentrierter Losungen naturlichen und auch 
chemisch modifizierten Hamoglobins in Phospholipidvesi- 
keln unter Zusatz geeigneter Effektoren der Hamoglobin- 
bindung ("kiinstliche Erythrozyten oder Hamosomen") dar 
(Ogata Y. (1994): "Characteristics of Neo Red Cells, Their 
Function and Safety: In- Vivo Studies", Artificial Cells, 
Blood Substitutes, and Immobilization Biotechnologies 22: 
875-881). Auf diesem Felde sind auch erste Herversuche 
gelungen (Hunt C A., et al. (1985): "Synthesis and Evalua- 
tion of a Protypal Artificial Red Cell", Science 230: 
1165-1168). Die Vesikel hatten einen Durchmesser von we- 
niger als 0,05 um und waren damit vom Volumen her urn gut 
zwei Zehnerpotenzen kleiner als naturliche rote Blutzellen. 
[0015] Die dritte Strategie besteht in der Herstellung in- 
fundierbarer Hamoglobinlosungen. Der kunstliche Sauer- 
stofftrager liegt dann im Blut extrazellular vor. Wahrend 
man die beiden ersten Problemlosungen als Herstellen eines 
kunstlichen Blutes ansehen kann, so daB die Schwierigkeit 
einer kolloidosmotischen Interferenz nicht auftreten kann, 
stand bei dieser Problemlosung ein Plasmaexpander am An- 
fang, dessen Makromolekule auch SauerstotT transportieren 
konnen (so benannte kunstliche Sauerstofftrager auf der Ba- 
sis von Hamoglobin der ersten Generation). 
[0016] Natives Hamoglobin ist hierftir nicht brauchbar, da 
es beispielsweise zu schnell iiber die Niere ausgeschieden 
wird. Eine chemische Modifikation ist deshalb unerlaBlich. 
Im Rahmen dieser Strategie hat man beispielsweise das Ha- 
moglobin iiber seine Aminogruppen kovalent an Dextrane 
gebunden oder selbst bis zu einem Molekulargewicht von 
etwa 700 000 g/mol polymerisiert. Ersteres wurde beispiels- 
weise von derFirmaFresenius (Fresenius E. (1976): "Blood 
and Plasma Substitute - Comprising a Colloidal Solution of 
Hydroxyethyl Starch Coupled to Haemoglobin Free 
Stroma", Patentschrift DE-P 26 16-086) und letzteres von 
der Firma Biotest (Bonhard K., et al. (1983): "Verfahren zur 
Gewinnung von hepatitissicheren, sterilen, pyrogenfreien 
und stromafreien Hamoglobinlosungen", Patentschrift DE- 
0 31 30 770) und der Firma Alza (Bonsen P. (1976): "Wa- 
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ter-soiuble Polymerized Hemoglobin", Patentschrift DE-O 
26 07 706) verfolgt Eine weitere Strategic beziiglich extra- 
zellularer Losungen ist, das Hamoglobin zu stabilisieren, in- 
dem man es intratetramer vemetzt oder indem man Seiten- 
gruppen anhangt (Oligo-Ethylengiykol), ohne das (tetra- 5 
mere) Molekulargewicht wesentlicb zu erhohen (stabili- 
sierte Hamoglobine (Matsushita M., et aL (1987): n In vivo 
Evaluation of Pyridoxylated Hemoglobin-Polyoxyethyiene 
Conjugate", BiomaL, Artif. Cells, Artif. Org. 15: 377). Wie 
weiter oben erwahnt, haben extrazellulare Blutersatzlosun- 10 
gen in Tierversuchen beziiglich einer Schockbehandlung er- 
folgversprechende Ergebnisse gebracht 
[0017] Vorteil der Verwendung von Hamoglobinen als 
kunstliche Sauerstofftrager - gegenuber Ruorkarbonen - 
ist, daB sich die giinstigen Eigenschaften der natiirlichen 15 
Sauerstoffbindung nutzen iassen. Dazu gehoren die optimal 
angepaBte mittlere Sauerstoffafrinitat, die homotrope Ko- 
operativitat, also die S-Form der Sauerstoflbindungskurve, 
sowie der (alkalische) Bohreffckt, der die Basis eines natiir- 
lichen selbstregulatorischen Mechanismus zur gezielten 20 
Sauerstoffabgabe an mangelversorgte Gewebe bildet. 
[0018] Aus der diesbeziiglichen Literatur geht klar hervor, 
daB eine intra-tetramere kovalente Verknupfung der Hamo- 
globinuntereinheiten (Keipert P. E., et al. (1989): "Metabo- 
lism, Distribution, and Excretion of HbXL: A Nondissocia- 25 
tion Interdimerically Crosslinked Hemoglobin with Excep- 
tional Oxygen Offloading Capability", - in: Chang T. M. S., 
Geyer R. P. (Eds.): Blood Substitutes, Marcel Dekker, New 
York 1989) und/oder eine Polymerisation des Hamoglobins 
zu einer starken Erhohung der Verweildauer im Blut fuhrt 30 
(Chang T. M. S. (1987): "Modified Hemoglobin as Red Cell 
Blood Substitutes", Biomater, Med. Devices Artif. Organs 
14: 323-328; Friedman H. J„ et al. (1984): "In Vivo Evalua- 
tion of Pyridoxylated-Polymerized Hemoglobin Solution", 
Surg., Gynecol, Obstet 159: 429-435). Dies ist eine we- 35 
sentliche Voraussetzung fur die klinische Brauchbarkeit sol- 
cher Losungen. 

[0019] Im Fall der extrazellularen molekular-dispersen 
kiinstlichen Sauerstofftrager hat man jedoch bisher an einem 
sehr groBen Bedarfsfeld - dem chronischen Sauerstoffman- 40 
gel - vorbeientwickelt, indem isonkotische Losungen ange- 
strebt wurden. Die, wie bereits erwahnt, wesentlich haufiger 
auftretenden Folgen chronischer Durchblutungsstorungen 
lassen sich jedoch nur durch sauerstofftransportierende Lo- -~ A 
sungen bessem, deren kolloidosmotischer Druck gegen den 45 
normalen (35 mbar) zu vemachlassigen ist, also nur mit 
Hilfe eines sauerstofftransportierenden Blutadditivs, gewis- 
sermaBen eines "molekularen Erythrozytenkonzentrats". 
Dies sind kunstliche Sauerstofftrager auf der Basis von Ha- 
moglobin einer zweiten Generation. 50 
[0020] Bei den verschiedenen Ansatzen, einen kunsdi- 
chen Sauerstoff transporter zu entwickeln, traten nachfol- 
gend genannte Probleme auf: 

- Erhohung der Sauerstoff-Hamoglobin-Affinitat: der 55 
Halbsattigungsdruck (P50) nimmt durch die chemische 
Modifikation am Hamoglobinmolekul ab. Dadurch 
wird die Abgabe des Sauerstoffs an das Gewebe er- 
schwert. Dies tritt ausgepragt bei der Bindung des Ha- 
moglobins an Dextran auf. Urn die Erhohung der Sau- 60 
erstoffafrinitat zu vermeiden, hat man geeignele Effek- 
loren (beispielsweise Pyridoxalphosphat) an die prost- 
hetische Gruppe des Hamoglobins gebunden. 

- Oftmals verkleinert sich zugleich der sogenannte 
n50-Wert (HUX-Index) als Ausdruck verringerter ho- 65 
motroper Kooperativitat (abgeschwachte S-Formigkeit 
der SauerstofT-Hamoglobin-Bindungskurve), was 
ebenfalls die Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff er- 
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schwert Diese S-Formigkeit der Sauerstoff-Hamoglo- 
bin-Bindungskurve erleichtert zugleich die Aufnahme 
des Sauerstoffs in der Lunge und dessen Abgabe an die 
Zellen. Fluorkarbone besitzen dagegen eine lineare 
"Sauerstoffbindungskurve" und haben daher nicht die- 
sen funktionellen VorteiL 

- Der kunstliche Sauerstofftrager hat oftmals eine zu 
geringe Verweildauer im Organismus, die Ausschei- 
dung der gelosten Hamoglobine erfolgt uber die Niere. 
Im Falle extrazellularer Hamoglobinlosungen als 
kunstliche Sauerstofftrager hat man versucht, die Aus- 
scheidung durch intermolekulare Vemetzung zu ver- 
hindem; jedoch bleibt trotzdem die Verweildauer der 
extrazellularen Hamoglobine kleiner als gewiinscht 
Hamosomen werden dagegen durch das Retikuloendo- 
theliale System des Organismus aus dem Plasma ent- 
femL Beispielsweise betrug die Halbwertszeit der 
kiinstlichen Erythrozyten (siehe oben) nur 5,8 Stunden. 

- Zu groBer kolloidosmotischer Druck: Dadurch kann 
es zum Volumenverlust kommen (Volumenmangel- 
schock). Dieser Effekt tritt auf, wenn das Molekularge- 
wicht des kiinstlichen Sauerstofftragers mit dem der 
Plasmaproteine vergleichbar ist. Auch ist man hier- 
durch mit der Dosierung des kiinsQichen Sauerstofftra- 
gers nicht frei, sondern muB auf die onkotischen Ver- 
haltnisse Rucksicht nehmen. 

- Das onkotische Milieu des Rasmas wird weiterhin 
entscheidend durch den sogenannte zweiten Virialko- 
eftizienten (A r Wert) bestimmt: Dieser charakterisiert 
die Wechselwirkung des (stets makromolekularen) 
Sauerstofftragers mit dem Losungsmittel (Wasser). Die 
Synthese ist so einzurichten, daB dieser Wert nahe null 
ist 

- Zu hohe Viskositat der Tragerlosung: Diese geht in 
der Regel mit einem zu groBen A2-Wert einher, und sie 
tritt bevorzugt auf, wenn ein Trager aus Kettenmolekii- 
len besteht. Eine zu groBe Viskositat tritt dem EIN- 
STEINschen Viskositatsgesetz gemaB nicht auf, wenn 
die polymeren Tragermolekiile kugelig und kompakt 
sind. 

- In vitro-Stabilitat der Tragermolekule. Diese bezieht 
sich einerseits auf den Zerfall der Molekiile und ande- 
rerseits auf die oxidative Bildung von Met-Hamoglo- 
bin, welches keinen Sauerstoff mehr zu binden vermag 
und schlieBlich auf die Viskositat durch sich langsam 
andernde Wechselwirkungen zwischen dem Trager und 
dem Albumin des Plasmas. 

- UbermaBige Reakdon des retikuloendothelialen Sy- 
stems (RES): Hauptsachlicher EinfluBfaktor ist die mo- 
lekulare GroBe des kiinstlichen TVagers. Es gibt dafUr 
eine kritische Grenze bei rund 0,3 urn: GroBere Teil- 
chen aktivieren das RES. 

- Nieren- und Leberschadigung: Ein Nierenschock 
tritt vor allem dann auf, wenn stromahaltige Hamoglo- 
binlosung verwendet wurde. Seit man die Losungen ul- 
trafiltriert, wurde eine Nierenschadigung nicht mehr 
beobachtet Leberschadigungen wurden mit Hilfe des 
Plasmatransaminase-Spiegels indiziert, sie beruhen 
vermutlich auf zellularen Membran- Wechselwirkun- 
gen: die Leber besitzt eine offene Strombahn (fene- 
sunerte Kapillaren). 

- Zu uberpriifen ist auch die Blutstillung; es sind Sto- 
rungen im Sinne einer Forderung und einer Hemmung 
denkbar, zu achten ist insbesondere auf die Thrombo- 
zytenaggregation. 

- Antigene Wrkung: Dazu wurde neuerdings in Ho- 
mologversuchen an Ratten gezeigt, daB natives Hamo- 
globin nicht antigen wirksam ist und daB die Polymeri- 
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dung als Blut-Additi v sowie solches zur Verwendung als erzielt wild. 

Sauerstoff-transportierende Blutvolumen-Substitut wahrend [0034] Dabei ist bevorzugt, dass in Schritt iv) Glutardial- 

der Vernetzungsreaktion entstehen. dehyd in einer molaren Menge von 6-10, insbesondere 

[0028] Insbesondere ist ferner bei der Herstellung der 7-9 mol/mol, bezogen auf monomeies Hamoglobin, gelost 

kiinstlichen Polymeren aus Hamoglobin duxch Verkniipfung 5 in 1-4, bevorzugt 1-2, insbesondere 1,5-2, ganz besonders 

der Hamogiobin-Molekiile iiber ihxe Aminogruppen mittels bevorzugt 1 ,7-1 ,9 L Wasser, pro Liter urspriingHcher Reak- 

geeigneter bifunktioneller Vemetzer darauf zu achten, dass tionslosung zugesetzt wird. 

sich nicht molekulare Netzwerke bilden, die unloslich sind [0035] Dieser Zusatz crfolgt zeitgesteuert zwischen etwa 

und daher die Produktausbeute verringern. Daher ist das 3 und 15, bevorzugt 3-10, insbesondere 4-6 Minuten. 

Entstehen der sogenannten sogenannte Perkolations-Vertei- 10 [0036] AnschlieBend reagiert die Losung zwischen 1 und 

lung des Molekulargewichts zu verhindern: 6 Stunden. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, [0037] Es ist ferner bevorzugt, dass der das Hamoglobin 

hypo-onkotische kiinstliche Sauerstofftrager aus vernetztem enthaltenden Losung vor der Umsetzung gemass dem 

Hamoglobin, die optimierte gute funktionelle Eigenschaf- Schritt ii) 2-8, insbesondere 3-6, ganz besonders bevorzugt 

ten, insbesondere der Charakteristik der Sauerstoffbindung, 15 3-4 Mol Natriumascorbat pro Mol unvernetztes Hamoglo- 

besitzen und die geeignet sind als Pharmazeutikum im Men- bin, zugegeben wird. Diese Umsetzung erfolgt iiber 0,5-6 

schen angewendet zu werden, in einem technisch einfachen Stunden, insbesondere 70- 120 Minuten. 

Prozess in groBer Ausbeute herstellen zu konnen. [0038] Ferner wird bevorzugt in Schritt ii) als Effektor Py- 

[0029] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB, wie nachfol- ridoxal-5'-phosphat in einem molaren Verhaltnis, bezogen 

gend beschrieben, gelost Das fundamental Problem der 20 auf monomeres Hamoglobin, von 0,5 bis 3, bevorzugt 1 bis 

Entstehung einer Perkolationsverteilung der Multimerisati- 2,5 mol/mol kovalent iiber einen Zeitraum von 0,5-20, ins- 

onsgrade und Molekulargewichte durch die Vernetzung der besondere 1-7 Stunden angebunden. 

polyfunktionellen Hamoglobine mit dem bifunktioneUen [0039] ErfindungsgemaB weiterhin vorteilhaft und bevor- 

Vernetzer Glutardialdehyd konnte uberraschenderweise da- zugt ist es, dass in Schritt ii) sowie in Schritt iv) nach der ko- 

durch beseitigt werden, indem wahrend der Vernetzung das 25 valenten Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat sowie von 

Volumen des Reaktionsgemisches sehr stark (insgesamt 2- Glutardialdehyd jeweils reduktives Natriumborhydrid hin- 

bis 10-fach) vergroBert wird, und zwar, indem zunachst zu- zugesetzt wird. 

gleich der Vemetzer in verdiinnter Losung zugegeben und [0040] Dies wird insbesondere in Schritt ii) in einer 

anschlieBend zusatzlich mit Wasser verdiinnt wird. Dadurch Menge von 1-9, bevorzugt 1-5, insbesondere 1-2,5 mol/ 

entstehen vernetzte Hamoglobine mit hohem Vernetzungs- 30 mol z. B. fur 30 bis 90 min., und in Schritt iv) in einer 

grad in groBer Ausbeute, ohne dass eine Perkolationsvertei- Menge von 5-20, insbesondere 6-12 mol/mol, jeweils bezo- 

lung der Molekulargewichte unter Bildung unloslicher mo- gen auf monomeres Hamoglobin, fur 15 bis 100 min. zuge- 

lekularer Netzwerke entsteht. Das Rohprodukt der Vernet- setzt 

zung zeichnet sich vielmehr durch eine bestimmte ge- [0041] Besonders bevorzugt wird in Schritt iii) als che- 
wunschte (ungefahre) Obergrenze des Molekulargewichts- 35 misch nicht reaktiver Effektor 2,3-Bisphosphoglyzerat in ei- 
bereichs aus. Man erhalt im Gel-Chromatogramm eine so- ner Menge von 0,5-6, insbesondere 1-4 mol/mol, bezogen 
genannte Viereck-Verteilung des Molekulargewichtes (vgl. auf monomeres Hamoglobin, zugesetzt und etwa 5-50 Mi- 
Fig. 1, Fig. 2 und Fig. 3). nuten, insbesondere 10- 20 und ganz besonders 15 Minuten 
[0030] Die erfindungsgemaBe Herstellung umfasst also danach Glutardialdehyd zugesetzt 

folgende Schritte: 40 [0042] Als Polyethylenoxid wird bevorzugt ein Polyethy- 

In einer Eintopf-Reaktion wird Hamoglobin lenglykol-Ether z. B. mit einem CI- C5-Alkylrest wie Me- 
thyl, Ethyl Butyl, mit einem Molekulargewicht von 500 bis 

i) zunachst desoxygeniert, insbesondere durch Uber- 3000 g/Mol angekniipft, insbesondere ein Methoxy-Poly- 
stromen mit Stickstoff; ethylenglykol-Derivat mit einem Molekulargewicht von 

ii) anschlieBend kovalent mit einem chemisch reakti- 45 1500-2500 g/Mol, insbesondere 2000 g/mol, wie insbeson- 
ven Effektor der Sauerstoffbindung umgesetzt; dere Methoxy-Polyethylenglykol-Succinimidyipropionat-, 

iii) dann die Losung mit einem chemisch nicht reakti- in Mengen von 2-12, insbesondere 3-8 mol/mol Hamoglo- 
ven Effektor versetzt und sodann bin. Andere Derivatisierungsprodukte sind Methoxy-Poly- 

iv) das Hamoglobin mit Glutardialdehyd, unter sehr emylenglykol-Succinirmdyl-Succinamid und Methoxy-Po- 
starker Verdilnnung (2- bis 5-fach) des Volumens des 50 lyethylenglykol-Succinimidyl-Oxyacetat. 
Reaktionsgemisches, bei gleichzeitiger Zugabe des [0043] Die Anknupfung von Polyalkylenoxid an nicht 
Vernetzters (in Losung), stabil kovalent rniteinander vernetzte Hamoglobine ist beschrieben in US A-4 179 337, 
vernetzt und anschlieBend das Reaktionsvolumen mit US 5 478 805, US 5 386 014, EP-A 0 206 448, EP- 
Wasser weiter erhoht (Gesamtverdunnung der Losung A 0 067 029, DE-OS 30 26 398. 

auf das 2-10, insbesondere 2-7, besonders 5-6-fache 55 [0044] Die Umsetzung erfolgt vorzugsweise uber 1-4, 

an Volumen) und sodann insbesondere 2-3 Stunden. 

v) ein Polyethylenoxid kovalent angekniipft. [0045] Es ist ferner vorteilhaft, dass alle Herstellungsreak- 

tionen in insbesondere durch Tonometrie mit sauerstoff- 

[0031] Das erhaltene Produkt kann in bekannter Weise freien Gasen vom Sauerstoff befreiten Losungen erfolgen. 

aufgearbeitet werden. 60 Das verwendete Verfahren ist beschrieben in: Potzschke H.: 

[0032] Bevorzugt stammt das Ausgangshamoglobin vom Hyperpolymere des menschiichen Hamoglobins: Entwick- 

Schwein oder vom Menschen, ganz besonders bevorzugt lung praparativer Verfahren zu ihrer Synlhese, Validierung 

vom Schwein, besonders vom Hausschwein. analytischer Methoden und Gerate zu ihrer Charakterisie- 

[0033] Insbesondere wird erfindungsgemaB in Schritt iii) rung, Dissertation, Medizinische Fakultat, Universitat Wien, 

Glutardialdehyd in einer sehr stark verdiinnten Losung zeit- 65 1997. 

gesteuert zugegeben. Bevorzugt erfolgt anschlieBend eine [0046] Das erhaltene Produkt kann auf ubliche Weise, wie 

weitere Verdiinnung und Erhohung des Reaktionsvolumens nachfolgend geschildert, aufgearbeitet werden. Es weist ins- 

mit Wasser, so dass die obengenannte Gesamtverdunnung besondere eine Verteilung der Molekulargewichte von 
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50 000 bis zu 5 000 000 auf, gegebenenfalls bis zu A 4 001 401, DE 449 885, US 5 439 882, EP-A 0 201 618, 

10 000 000 g/Mol oder mehr. das Hamoglobin desoxygeniert (d. h. von seinem pbysiolo- 

[0047] Bevorzugt kann das erhaltene Produkt durch eine gischen liganden Sauerstoff befreit), denn nur aus wahrend 

praparative stofftrennende Methode, wie beispielsweise der Vernelzung desoxygeniertem Hamoglobin hergestellte 

eine praparative Volumenausschluss-Chromatographie, eine 5 Polymere besitzen Sauerstoffbindungseigenschaften, die ei- 

Ultrafiltration, eine fraktionierte Fallung, z. B. mit Polyal- nen Einsatz als kunstiicher Sauerstofftrager in den ge- 

kylenoxiden oder Salzen wie Ammoniumsulfat als Fallmit- wiinschten Indikationen ermoglichen. 

tei, oder eine Feld-Russ-Fraktionier-Methode (vgl. Curling [0058] Vorzugsweise kann zum weiteren Schulz vor Oxi- 

J. M.(Hrsg.) Methods of Plasma Protein Fractionation, Aca- dation des Hamoglobins durch Spuren von verbliebenem 

demic Press, London u. a. 1980, sowie die Patentschriften 10 Sauerstoff dieser durch chemische Reaktion mit Ascorbat- 

EP-A 0 854 151 und EP-A 95 107 280) in eine Fraktion mit Ionen entfemt werden. 

groBer und eine Fraktion mit niederer mittlerer molekularer [0059] Als Effektor der Sauerstoffbindung wird insbeson- 

Masse getrennt werden, wobei bevorzugt die Trenngrenze dere Pyridoxal-S'-phospnat, in einer an den funktionellen 

bei 700 000 g/mol liegt Eigenschaften des Endproduktes optimierten Menge, kova- 

[0048] Aus dem Produkt mit hochmolekularer Masse und 15 lent an das Schweine- oder Humanhamoglobin angebunden. 

aus dem Produkt mit niedermolekularer Masse kann je eine Diese Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat an Hamoglo- 

pharmazeutische Zubereitung hergestellt werden, wobei aus bin ist prinzipiell bekannt, beispielsweise beschreibt die Pa- 

demniedermolekularenAnteilderPolymereneinparentera- tentschrift EP-P 0 528 841 ein Verfahren zur Herstellung 

les Blutsubstitut und aus dem hohermolekularen Anteil der pyridoxilierten Hamoglobins. Die Pyridoxilierung fuhrt zu 

Polymeren ein parenterales Blutadditiv erhalten wird, 20 dem gewunschten Halbsattigungsdruck-Werten, wenn so 

[0049] Die pH-Wert-Einstellung vor (und nach) den ein- wie erfindungsgemaB beschrieben, vorgegangen wird. 

zelnen Reaktionsschritent erfolgt vorzugsweise mit Milch- [0060] Die Verknupfungsstellen (Aldimine = Schiffsche 

saure oder Natronlauge auf Werte zwischen 6 und 10, je Basen) der nicht stabilen kovalenten Anknupfung von Pyri- 

nach Reaktionsschritt, z. B. 6,5-7,5 vor Schritt ii), anschlie- doxal-5'-phosphat konnen bekanntlich (s. o.) durch Reduk- 

Bend auf 7,5-8,5 und nachfolgend wieder auf 6,5-7,5 vor 25 tion mit Natriumborhydrid stabilisiert (es entstehen Amine) 

Schritt iii), danach auf 7,5 bis 9, sowie vor Schritt v) auf werden, wobei erfindungsgemaB die genannten besonderen 

7,5-10. Bedingungen eingehalten werden. Zum Schutz der Fahig- 

[0050] Die Konzentration an Hamoglobin betragt vor- keit der Hamoglobinmolekule zu einer homotropen Koope- 

zugsweise 200-380 g/L, insbesondere 240-360 g/L, die L6- rativitat der Sauerstoffbindungsstellen mit einander, die 

sung enthalt weiterhin 10 bis 150 mmol/L NaHCOj sowie 30 durch die Vemetzung des Hamoglobins mit dem Vernetzer 

10 bis 150 mmol/L Nad. Glutardialdehyd meist deutlich verloren geht, wird erfin- 

[0051] Die Temperatur wahrend der "Eintopf-Reaktion" dungsgemaB vor der Vemetzung 2,3-Bisphosphoglyzerat, 

betragt 2-42°C, insbesondere 3-25°C, bevorzugt 4~-22°C. ein (heterotroper) chemisch nicht reaktiver Effektor der 

[0052] Der erfindungsgemaB hergestellte kiinstliche Sau- Sauerstoffbindung des Hamoglobins, zugegeben. Dieser 

erstofftrager weist vorzugsweise einen n50-Wert (Koopera- 35 kann somit wahrend der Vemetzung reversibel an seine Bin- 

tivitat) von 1,6 bis 2,5 und einen p50-Wert (Halbsattigungs- dungsstelle im Hamoglobinmolekul angelagert sein. Nach 

druck) von 16 bis 24 Torr auf. der Synthese wird 2,3-Bisphosphoglyzerat zusammen mit 

[0053] Das erfindungsgemaB erhaltene Produkt mit den unverbrauchten Reaktanden sowie uberflussigen Reaktions- 

genannten Charakteristiken kann verwendet werden zur produkten vollstandig entfernt (siehe weiter unten). Als bi- 

Herstellung eines Mittels zur intravasalen oderbiomedizini- 40 fiinktioneller Vemetzer wird Glutardialdehyd unter den er- 

schen Anwendung als kunstiicher Sauerstofftrager, oder in findungsgemaBen oben angegebenen Bedingungen einge- 

Form einer pharmazeutischen Zubereitung als ein Ersatz des setzt 

Blutes (Blutsubstitut) oder als ein Zusatz zum Blut zur Erho- [0061] Die Verknupfungsstellen (Aldimine = Schiffsche 

hung der Sauerstoff transport-Kapazitat (Blutadditiv) oder Basen) der vemetzenden molekularen Glutardialdehyd- 

zu einer Nahrlosung, im menschlichen und tierischen Orga- 45 Brucken werden wie beschrieben durch Reduktion mit Na- 

nismus, in einzelnen Organen oder in biotechnischen An- triumborhydrid stabilisiert (es entstehen Amine), wobei die 

wendungen, insbesondere zur Behandlung eines chroni- erflndungsgemaBen Bedingungen einzuhalten sind. 

schen Sauerstoffmangels beim Menschen. [0062] Durch die Vemetzung entstehen vemetzte Hamo- 

[0054] Zur Herstellung der zu verabreichenden Produkte globine mit einer Verteilung der Molekulargewichte zwi- 

werden die erfindungsgemaBen Hamoglobin-Derivate in ge- 50 schen etwa 50 000 und 5 000 000 g/mol (und grdBer, z. B. 

eigneten Medien, wie Infusionslosungen, beispielsweise in 10-15 000 000 g/mol). 

wassriger Kochsalz- oder Glukoseiosung, vorzugsweise in [0063] Zur Verbesserung der Vertraglichkeit mit Plasma- 

dem Blutplasma isotonischen Konzentrationen, gelost proteinen wird an das vemetzte Hamoglobin ein Polyethy- 

[0055] Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht somit auf lenoxid (MW)-Derivat, insbesondere das oben erwahnte 

einzelnen aufeinander abgestimmten Reaktionsschritten, 55 monofunktionell aktivierte (Methoxy-)Polyethylenglykol 

deren Bedeutung und Auswirkung nachfolgend erlautert mit einem Molekulargewicht von 1500-2500 g/mol ange- 

wird. knupft. Die Anknupfung von Polyethylenglykol (PEG), die 

[0056] Als Ausgangsmaterial dient sehr reines Hamoglo- sogenannte Pegyliemng an als auch die Vemetzung von Ha- 

bin. Dieses kann nach bekannten Verfahren aus frischem moglolbinen ist an sich bekannt (vgl. auch E. Tsucheda 

Blut von Schlachttieren oder beispielsweise aus uberalterten 60 (Hfsg): Blood Substituts: Present and Future Perspectives, 

Blutkonserven gewonnen werden. Verfahren zur Gewin- Elsevier Science, Amsterdam 1998). 

nung gereinigten Hamoglobins sind beschrieben in: Anto- [0064] Neu sind jedoch sowohl Pegylierung als auch Ver- 

nini E. et al. (Hrsg.): Hemoglobin (Coiowick S. P., Kaplan netzung von Hamoglobinen zusammen, sowie die Anwen- 

N. 0. (Hrsg.): Methods in Enzymology, Volume 76), Acade- dung des chemisch nicht wirksamen Effektors vor der Ver- 

mic Press, New York u. a. 1981. 65 netzung, was insbesondere zum Erhalt der Kooperativitat 

[0057] Wie erwahnt, ist erfindungsgemaB wahrend der beitragt, als auch insbesondere die geschilderten Vernet- 

Vernetzung mit Glutardialdehyd, welche an sich bekannt ist, zungsbedingungen. Durch die hier vorgenommene Pegylie- 

vgl. DE 24 99 885, US 4 857 636, US- A 4 001 200, US- . rung wird nunmehr die ohnehin schwache Reaktion des 
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RES und auch der enzymatische Abbau durch Proteasen 
verhindert 

[0065] Die pH-Werl-Einstellung erfolgt wie oben geschil- 
dert. 

10066] Durch die erhaltene Reaktionsabfolge und Bedin- 
gungen hierfiir kann so zum einen die Entstehung einer Per- 
kolationsverteilung verhindert werden (durch die erfin- 
dungsgemaBe Verdunnung), andererseits konnen auch die 
durch Vemetzung und kovalente Anbindungen an Hamoglo- 
bin z. B. von Glutardialdehyd, Pyridoxalphosphat undPoly- 
ethylenoxid bedingten unerwunschten Anderungen der Sau- 
erstoffaflinitat und Kooperativitat vermieden werden und 
insbesondere auch eine hohe Plasmavertraglichkeit erzielt 
werden. 

[0067] Alle Reaktionsschritte tragen zusammen zu diesen 
besonderen Eigenschaften des erfindungsgemaB hergestell- 
ten Produktes bei. 

[0068] Die weitere Aufarbeitung liegt im Rahmen der 
Kenntnis des Fachmannes: 

Unidsiiche Bestandteile konnen durch Zentrifugation (bei- 
spielsweise fur 20 Minuten mit einer relativen Zentrifugal- 
beschleunigung von 20000 g) abgetrennt werden. 
[0069] Die vemetzten Hamoglobine werden durch einen 
(bekannten) praparativen Verfahrensschritt, beispielsweise 
durch eine Volumenausschluss-Chromatographie oder eine 
Ultrafiltration, eine fraktionierte Fallung oder eine Feld- 
Fluss-Fraktionierung, in einen nieder- und einen hoher mo- 
lekularen Anteil aufgetrennt. Bei Wahl geeigneter Methoden 
(besonders wichtig sind beispielsweise dae NoirrinelleMole- 
kulargewichts-Trenngrenze der Ultrafiltrationsmembrane 
oder der Molekulargewichts-Trennbereich des verwendeten 
Gels) werden dabei zugleich alle unverbrauchten Reaktan- 
den sowie unerwiinschte Reaktionsprodukte entfernL 
[0070] Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung der Er- 
flndung ist anhand des nachfolgenden Herstellungsbeispiels 
naher erlautert: 

Gereinigtes Schweine- oder Humanhamoglobin mit einer 
Konzentration zwischen 200 und 380 g/L, bevorzugt zwi- 
schen 240 und 360 g/L, ist in einem wassrigen Elektrolyten 
gelost. Dieser enthalt Natriumhydrogenkarbonat mit einer 
Konzentration zwischen 10 und 150 mmol/L, bevorzugt 
zwischen 40 und 60 mmol/L, sowie Natriumchlorid mit ei- 
ner Konzentration zwischen 10 und 150 mmol/L, bevorzugt 
zwischen 50 und 100 mmol/L. 

[0071] Die Temperatur betragt von 2 bis 42°C, bevorzugt 
zwischen 3 und 25°C. Diese Hamoglobinlosung wird ge- 
ruhrt, durch "Oberstromen reinen Stickstoffs erfolgt eine 
Desoxygenierung des Hamoglobins. 
[0072] Zu dieser Ldsung werden 2 bis 8, bevorzugt 3 bis 
4 mol Natrium- Ascorbat (als 1-molare Losung in Wasser) 
pro Mol Hamoglobin zugegeben und zwischen 0,5 und 6 h, 
bevorzugt zwischen 70 und 120 Minuten, reagieren lassen. 
[0073] Der pH-Wert der Losung wird nun mit Milchsaure 
oder Natroniauge (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, 
bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwi- 
schen 63 und 7,5, bevorzugt zwischen 6,9 und 7,3 titriert 
Nun werden 0,5 bis 3,0, bevorzugt 1,0 bis 2,5 mol Pyrido- 
xal-5-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und zwi- 
schen 0,5 und 20, bevorzugt zwischen 1 und 7 h, reagieren 
lassen. 

[0074] Der pH-Wert wird mit Natroniauge oder Milch- 
saure (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt 
zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwischen 7,5 
und 8,5, bevorzugt zwischen 7, 7 und 8,2, eingestellt. 
[0075] Jetzt werden 1,0 bis 9,0, bevorzugt etwa 1,0 bis 
2,5 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01- 
molarer Natroniauge) zugegeben und zwischen 30 und 90, 
bevorzugt zwischen 50 und 70 Minuten, reagieren lassen. 



[0076] Der pH-Wert der Losung wird mit Milchsaure oder 
Natroniauge (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, be- 
vorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwi- 
schen 6,5 und 7,5, bevorzugt zwischen 6,9 und 7,5 titriert. 
5 Nun werden 0,5 bis 6,0, bevorzugt 1,0 bis 4,0 Mol 2,3- 
Bisphosphoglyzerat je Mol Hamoglobin zugegeben und 
zwischen 5 und 50, vorzugsweise zwischen 10 und 20 Mi- 
nuten, reagieren lassen. 

[0077] AnschlieBcnd erfolgt die kontrollierte zeitgesteu- 
io erte Zugabe des bifunktionellen Vernetzers, es werden zwi- 
schen 6 und 10, bevorzugt zwischen 7 und 9 Mol Glutardial- 
dehyd je Mol Hamoglobin, gelost in 1-4, bevorzugt in 1,5 
bis 2 L Wasser je Liter Hamoglobinlosung, innerhalb 3 bis 

10, bevorzugt innerhalb 4 bis 6 Minuten zugegeben und 
15 zwischen 1 und 6, bevorzugt zwischen 2 und 3 h, reagieren 

lassen. 

[0078] Der pH-Wert wird mit Natroniauge oder Milch- 
saure (einer Konzentration zwischen 0,1 und 1, bevorzugt 
zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen Wert zwischen 7,5 

20 und 9,0, bevorzugt zwischen 7,6 und 8,8, eingestellt. 

[0079] Es werden 5 bis 20, bevorzugt 6 bis 12 Mol Natri- 
umborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natron- 
iauge) je Mol Hamoglobin zugegeben und zwischen 15 und 
100, bevorzugt zwischen 30 und 80 Minuten, reagieren las- 

25 sen. 

[0080] Dann erfolgt eine Zugabe von 0 bis 4, bevorzugt 
zwischen 0,5 und 3 L Wasser je Liter der ursprunglichen 
Hamoglobinlosung. 

[0081] Der pH-Wert wird, falls erforderlich, mit Natron- 
30 lauge oder Milchsaure (einer Konzentration zwischen 0,1 
und 1, bevorzugt zwischen 0,4 und 0,6 mol/L) auf einen 
Wert zwischen 7,5 und 10, bevorzugt zwischen 8 und 9, ein- 
gestellt. 

[0082] Nun werden je Mol monomeren Hamoglobins zwi- 
35 schen 2 und 12, bevorzugt zwischen 3 und 8 mol eines akti- 
vierten Polyethylenoxid-Derivat, bevorzugt Methoxy-Suc- 
cinimidylpropionat-Polyethylenglykol, mit einem Moleku- 
largewicht zwischen 500 und 3000, bevorzugt 1000 und 
2500 g/Mol, insbesondere 2000 g/Mol zugegeben. 
40 [0083] AnschlieBend wird, bei weiterem RUhren der Ha- 
moglobinlosung, die Stickstoffatmosphare fur 1 bis 3 Stun- 
den durch reinen Sauerstoff ersetzt und das Hamoglobin so 
zugig oxygeniert 

[0084] Die Aufarbeitung erfolgt wie oben geschildert. 

45 [0085] Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens 
lassen sich somit wie folgt zusammenfassen: 
Durch die erfindungsgemaBe Reaktionsabfolge, insbeson- 
dere die Reaktionsvolumenerh6hung in Schritt iv) des Ver- 
fahrens, wird ein Produkt erhalten, welches vollstandig zur 

50 Herstellung kiinstlicher Sauerstofftrager verwendet werden 
kann, und zwar je etwa halftig als Blut-Additi v (die Fraktion 
mit den vemetzten Hamoglobine hoherer Polymerisations- 
grade: Fraktion I) und als Blutvolumen-Substitut (Fraktion 

11, mit den niedermolekularen Anteilen). Die Trennung kann 
55 in einfacher Weise mit bekanntem Verfahren erfolgen, ei- 

nige mogliche Methoden sind beispielsweise in den Patent- 
schriften EP-A 95 107 280 und EP-A 97 100 790 angefuhrt. 
Die Polymeren der Fraktion I, vorzugsweise bis zu einem 
Molekulargewicht von groBer 700 000 g/Mol sind so hinrei- 

60 chend molekular einheitlich, dass sie in der wiinschenswer- 
ten therapeutischen Plasmakonzentration einen ausreichend 
geringen kolloidosmotischen Druck besitzen. Durch diese 
Molekulareinheitlichkeit wird zugleich ein kleiner Virialko- 
eftizient, wie auch eine geringe Viskositat erreicht. Die Ver- 

65 traglichkeit mit den Proteinen des Blutplasmas, ausreichend 
groBe Immunvertraglichkeit und intravasale Verweildauer, 
wie auch eine ausreichend geringe vasokonstriktorische Ne- 
benwirkungen, d. h. eine geringe Extravasation, der Poly- 
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meren der Molekulfraktion I wild durch eine kovalente An- 
kniipfung von Polyalkylenoxiden erzielt Daruberhinaus 
wird der Forderung nach Einfachheit und Wirtschafllichkeit 
bei diesem neuen VerfahreD in entscheidender Weise inso- 
fern Rechnung getragen, als die gesamte Herstellung in ei- 5 
nem einzigem GefaB stattfindet (sogenannte Eintopf-Her- 
stellung) und hohe Ausbeuten von iiber 70% erzielt werden, 
wobei die Ausbeute an Polymeren mit einem Molekularge- 
wicht von uber 700 000 g/mol mehr als 15% betragt 
[0086] DasHersteUungsverfahrenermogbchtdiePrapara- 10 
tion modifizierter und vernetzter Hamoglobine in wenigen 
Verfahrensschritten. Die gewahlten Verfahrensparameter 
fuhren dabei zu einer definierten Verteilung modifizierter 
Hamoglobin-Polymeren, die als kiinstliche Sauerstofftrager 
geeignet auch den physiologischen Gegebenheiten im Blut- 15 
serum Rechnung tragL 

[0087] Weiterhin ist die Kooperativitat des unvemetzten 
Hamoglobins im vernetzten Produkt weitgehend erhalten 
und der Halbsattigungsdruck geeignet justierbar. 
[0088] Die erfindungsgemaB hergestellten kiinstlichen 20 
Sauerstofftrager aus vernetztem Hamoglobin sindbei paren- 
teraler Applikation plasmavertraglich, und konnen klinisch 
wie geschildert angewendet werden. 
[0089] Die Erfindung wird anhand der folgenden Bei- 
spiele naher erlautert 25 
[0090] Dabei zeigen die Fig. 1-3 folgendes: 
[0091] Fig. 1 : Eine massen-gewichtete Verteilung der Mo- 
lekulgrdBen und Molekulargewichte (M) des Schweineha- 
moglobih-Polymeren aus Beispiel 1, dargesteilt als" Volu-~ 
menausschluss-Chromatogramm (erhalten mit Sephacryl S- 30 
400 HR-Gel, Pharmacia, Freiburg, D). E^nm ist die Ex- 
tinktion im Chromatographie-Eluatbei 425 nm. Eingezeich- 
net sind die Abszisssenwerte 700 000 und 5 000 000 g/MoL 
[0092] Fig. 2: Chromatogramm fur Anwendungsbeispiel 
2, Erlauterungen vgl. Fig. 1 35 
[0093] Jig. 3: Chromatogramm fur Anwendungbeisiel 3, 
Erlauterungen vgl. Fig. 1 

[0094] Femer wurden folgende Bestimmungsmethoden 
angewendet: 

40 

1. Hamoglobingehalte wurden fotometrisch mit der 
modifizierten Cyanharniglobin-Methode nach Drabkin 
("Hamogiobin-Farbtest MRP 3", Boehrimger Mann- 
heim, D), 

2. pH-Werte wurden potentiometrisch (pH-Glaselek- 45 
trode) mit einem Blutgasanalysator ("ABL 5", Radio- 
meter, Willich, D) gemessen. 

3. Bestimmungen der Molekulargewichtsverteilung 
der vernetzten Hamoglobine erfolgten durch Volumen- 
ausschluss-Chromatografie (gemaB: Potzschke H. et al. 50 
(1996): "Vemetzte globulare Proteine - eine neue 
Klasse halbsynthetischer polymerer Molekiile: Charak- 
terisierung ihrer Struktur in Losung am Beispiel hyper- 
polymeren Hamoglobins und Myoglobins mittels Vo- 
lumenausschluss-Chromatographie, Viskosimetrie, 55 
Osmometrie und Lichtstreuung", Macromolecular 
Chemistry and Physics 197, 1419-1437, sowie 
Potzschke H. et al. (1996): "Ein neuartiges Verfahren 
zur Bestimmung Molarer Massen breit verteilter Poly- 
merer mit Hilfe der Gel-Chromatographie und der 'Vis- 60 
kosimetrie am Beispiel Hamoglobin-Hyperpolyme- 
rer", Macromolecular Chemistry and Physics 197, 
3229-3250) am Gel "Sephacryl S-400 HR" (Pharmacia 
Biotech, Freiburg, D). 

4. Bestimmungen der Charakteristik der Sauerstoff- 65 
bindung durch Hamoglobine erfolgte mittels einer ei- 
genen Methode und Apparatur (wie beschrieben in: 
Barnikol W. K. R. et al. (1978): "Eine verbesserte Mo- 
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difikation der Mikromethode nach Niesel und Thews 
zur Messung von Q2-Hb-Bindungskurven in Vollblut 
und konzentrierten Hb-L6sungen n , Respiration 36, 
86-95). 

5. Die Untersuchung der Plasmavertraglichkeit ver- 
netzter Hamoglobine erfolgte mittels eines standardi- 
sierten in vitro - Fallungstests (Domack U. (1997), 
"Entwicklung und in vivo - Evaluation eines kiinstli- 
chen Sauerstofftragers auf Basis von Rindcrbamoglo- 
bin", Dissertation, Fachbereich Chemie, Johannes Gu- 
tenberg-Universitat, Mainz 1997): Hamoglobinlosun- 
gen (Hamoglobingehalte etwa 30 g/L, in einem wassri- 
gen Elektrolyten (StLg) der Zusammensetzung 
125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 3 mM NaN 3 ) wurden 
mit gleichen Mengen frisch gewonnenen, steril filtrier- 
ten menschlichen Plasmas gemischt und anschlieBend 
zu jeweils 500 uL der Mischung bis zu 20 uL 0,5-mo- 
lare Milchsaure zugesetzt und eingemischt, so dass 
sich fur jedes zu untersuchende Hamoglobin-Derivat 
jeweils pH-Werte aus einem Bereich zwischen etwa 7,4 
bis 6,8 ergaben. Nach einer Inkubation von 30 Minuten 
bei Raumtemperatur und Zentrifugation der Proben er- 
folgte die Bestimmung des Hamoglobingehaltes als 
MaB fur das nicht ausgefallte Hamoglobin sowie des 
zugehorigen pH-Wertes im "Oberstand, sowie die sub- 
jektiv-optische Kontrolle auf ungefarbte Ausfallungen 
von Plasmaproteinen. 



Ausfuhrungsbeispiel 1 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und mole- 
kular modifizierten Schweinehamoglobins bei 4°C gemass 
dem allgemeinen Herstellungsverfahren 

[0095] Hochreines Schweinehamoglobin, in einer Kon- 
zentration von 330 g/L gelost in einem wassrigen Elektroly- 
ten der Zusammensetzung 50 mM NaHCOs und 100 mM 
NaCl, wurde bei 4°C durch Ruhren der Losung unter standig 
erneuertem, reinen Stickstoff iiber der Losung desoxyge- 
niert AnschlieBend wurden 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1- 
molare Losung in Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglo- 
bins zugegeben und 6 h reagieren lassen. Die Losung wurde 
mit 0,5-molarer Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 ti- 
triert, 1,1 Mol Pyridoxal-5'-Phosphat je Mol Hamoglobin 
zugegeben und fur 16 h reagieren lassen. Nun wurde mit 
0,5-molarer Natronlauge ein pH-Wert von 7, 8 eingestellt, 
1,1 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 0,01- 
molarer Natronlauge) zugegeben und fur eine Stunde rea- 
gieren lassen. Jetzt wurde mit 0,5-molarer Milchsaure ein 
pH von 7,3 eingestellt, zunachst 1,1 Mol 2,3-Bisphospho- 
glyzerat pro Mol Hamoglobin und nach 15 min Reaktions- 
zeit 8 Mol Glutardialdehyd je Mol Hamoglobin, gelost in 
1,8 L reinem Wasser je Liter Hamoglobinlosung zur Vernet- 
zung des Hamoglobins innerhalb 5 Minuten zugegeben und 
2,5 h reagieren lassen. Nach Titration mit 0,5-molarer Na- 
tronlauge auf einen pH-Wert von 7, 8 folgte eine Zugabe 
von 15 Mol Natriumborhydrid (als 1-molare Losung in 
0,01-molarer Natronlauge) je Mol Hamoglobin fur 1 h. Es 
erfolgte eine Zugabe von 2 Liter Wasser je Liter urspriingli- 
cher Hamoglobinlosung. Der pH-Wert betrug dann 9,3, und 
es folgte direkt eine Zugabe von 4 MolMethoxy-Succinimi- 
dylpropionat-Polyethylenglykol des Molekulargewichts 
2000 g/Mol fur 2 h. Die Stickstoffatmosphare uber der Lo- 
sung wurde durch reinen Sauerstoff ersetzt 
[0096] Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch 
Zentrifugadon (20000 g fur 15 min) abgetrennt. Anschlie- 
Bend erfolgte ein Wechsei des Rektrolyten durch eine Volu- 
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menausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25-Gel, 
Pharmacia, D) zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zu- 
sammensetzung 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 20 mM 
NaHCOs. 

[0097] Die Ausbeute betrug 77%; die Ausbeute fiir Mole- 5 
kulargewicht grofier 700 000 g/Mol ist 28%. 
[0098] Fig. 1 zeigt eine Darstellung der Verteiiung der 
Molaren Mas sen der erhallenen Hamoglobin-Polymere in 
Form eines Volumenausschiuss-Cbromatograrnnies. Mes- 
sungen der Charakteristik der Sauerstoffbindung unter phy- 10 
siologischen Bedingungen (eine Temperatur von 37°C, ein 
Kohlendioxid-Partialdruck von 40 Torr und ein pH-Wert 
von 7,4) ergaben fiir das Produkt einen p50-Wert von 22 
Torr und einen n50-Wert von 1,95. 

[0099] Im "Fallungstest" zeigte das vemetzte Schweine- 15 
hamoglobin im pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wech- 
selwirkungen mit menschlichem Plasma, insbesondere 
keine nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglobins, 
noch von Plasmaproleinen. 

20 

Ausfuhrungsbeispiel 2 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und mole- 
kular modifizierten Schweinehamoglobins bei Raumtcmpe- 
ratur gemass dem allgemeinen Herstellungsverfahren 25 

[0100] Hochreines Schweinehamoglobin, in einer Kon- 
zentration von 330 g/L gelost in einem wassrigen Elektroly- 
ten der Zusammerisetzung 50 mM NaHCOj und 100 mM" 
NaCl, wurde bei 22°C durch Ruhren der Losung unter stan- 30 
dig erneuertem, reinen Stickstoff desoxygeniert Anschlie- 
Bend wurden 4 mol Natrium- Ascorbat (als 1-molare Losung 
in Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglobins zugegeben 
und 90 min reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5-mo- 
larer Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 titriert, 1,1 mol 35 
Pyridoxal-5-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und 
fur 2 h reagieren lassen. Nun wurde mit 0,5-molarer Natron- * 
lauge ein pH-Wert von 7,8 eingestellt, 1,5 Mol Natriumbor- 
hydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) 
zugegeben und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt wurde 40 
mit 0,5-molarer Milchsaure ein pH von 7,3 eingestellt, zu- 
nachst 1,5 mol 2,3-Bisphosphoglyzerat pro Mol Hamoglo- 
bin und nach 15 min Reaktionszeit 9 Mol Glutardialdehyd 
je Mol Hamoglobin, gelost in 1,8 L reinem Wasser je Liter 
Hamoglobinlosung zur Vernetzung des Hamoglobins inner- 45 
halb 5 Minuten zugegeben und 1 h reagieren lassen. Nach 
Titration mit 0,5-molarer Natronlauge auf einen pH-Wert 
von 7,8 folgte eine Zugabe von 10 Mol Natriumborhydrid 
(als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) je Mol 
Hamoglobin fur 0,5 h. Der pH- Wert betrug 8,7 und es folgte 50 
direkt eine Zugabe von 8 Mol Methoxy-Succinimidylpro- 
pionat-Polyethylenglykol des Molekulargewichts 
1000 g/Moi fur 1 h. Die Stickstoffatmosphare wurde durch 
reinen Sauerstoff ersetzt. 

[0101] Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch 55 
Zentrifugation (10 min mit 20000 g) abgetrennt. Anschlie- 
Bend erfolgte ein Wechsel des Elektrolyten durch eine Volu- 
menausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25-Gel, 
Pharmacia, D) zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zu- 
sammensetzung 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 20 mM 60 
NaHC0 3 . 

[0102] Die Ausbeute betrug 79%; die Ausbeute fiir Mole- 
kulargewichte grofier als 700 000 g/Mol betrug 28%. 
[0103] Fig. 2 zeigt eine Darstellung der Verteiiung der 
Molaren Massen der erhaltenen Hamoglobin-Polymere in 65 
Form eines Volumenausschluss-Chromatogrammes. 
[0104] Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbin- 
dung unter physiologischen Bedingungen (eine Temperatur 
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von 37°C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 Torr und 
ein pH-Wert von 7,4) ergaben fur das Produkt einen p50- 
Wert von 22 Torr und einen n50-Wert von 1,6. 
[0105] Im "Fallungstest" zeigte das vemetzte Schweine- 
hamoglobin im physiologisch und pathophysiologisch inter- 
essanten pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wechselwir- 
kungen mit menschlichem Plasma, insbesondere keine 
nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglobins, noch 
von Plasmaproteinen. 

Anwendungsbeispiel 3 

Herstellung eines erfindungsgemaBen vernetzten und mole- 
kular modifizierten menschlichen Hamoglobins (bei 4°Q 
gemass dem allgemeinen Herstellungsverfahren 

[0106] Hochreines Humanhamoglobin, in einer Konzen- 
tration von 330 g/L gelost in einem wassrigen Elektrolyten 
der Zusammensetzung 50 mM NaHC03 und 100 mM NaCl, 
wurde bei 4°C durch Ruhren der Losung unter standig er- 
neuertem, reinen Stickstoff desoxygeniert AnschlieBend 
wurden 4 mol Natrium-Ascorbat (als 1-molare Losung in 
Wasser) pro Mol (monomeren) Hamoglobins zugegeben 
und 3 h reagieren lassen. Die Losung wurde mit 0,5-molarer 
Milchsaure auf einen pH-Wert von 7,1 titriert, 1,1 mol Pyri- 
doxal-5-Phosphat je Mol Hamoglobin zugegeben und fur 
16 h reagieren lassen. Nun wurde mit 0,5-molarer Natron- 
lauge ein pH-Wert von 7, 8 eingestellt, 1,5 Mol Natriumbor- 
hydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natronlauge) 
zugegeben und fur eine Stunde reagieren lassen. Jetzt wurde 
mit 0,5-molarer Milchsaure ein pH von 7,3 eingestellt, zu- 
nachst 1,5 mol 2,3-Bisphosphoglyzerat pro Mol Hamoglo- 
bin und nach 15 min Reaktionszeit 9 mol Glutardialdehyd je 
Mol Hamoglobin, gelost in 1,8 L reinem Wasser je Liter Ha- 
moglobinlosung zur Vernetzung des Hamoglobins innerhalb 
5 Minuten gleichmaBig zugegeben und 2,5 h reagieren las- 
sen. Nach Titration mit 0,5-molarer Natronlauge auf einen 
pH-Wert von 8,0 folgte eine Zugabe von 10 Mol Natrium- 
borhydrid (als 1-molare Losung in 0,01-molarer Natron- 
lauge) je Mol Hamoglobin fur 1 h. Dann erfolgt eine Zugabe 
von Wasser, 2 L pro Liter ursprungliche Hamoglobinlosung. 
Der pH-Wert betrug dann 8,6 und es folgte direkt eine Zug- 
abe von 4 Mol Methoxy-Succinimidylpropionat-Polyethy- 
lenglykol des Molekulargewichts 2000 g/mol fiir 2 h. Die 
Stickstoffatmosphare wurde durch reinen Sauerstoff ersetzt. 
Nach 1 h wurden unlosliche Bestandteile durch Zentrifuga- 
tion (10 min mit 20000 g) abgetrennt. AnschlieBend erfolgte 
ein Wechsel des Elektrolyten durch eine Volumenaus- 
schluss-Chromatographie (Sephadex G-25-Gel, Pharmacia, 
D) zu einer wassrigen Elektrolyt-Losung der Zusammenset- 
zung 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 20 mM NaHCO,. 
[0107] Fig. 3 zeigt eine Darstellung der Verteiiung der 
Molaren Massen der erhaltenen Hamoglobin-Polymere in 
Form eines Volumenausschiuss-Chromatogrammes. 
[0108] Die Gesamtausbeute betrug 75%; die Ausbeute an 
Polymerem mit einem Molekulargewichl groBer als 
700 000 g/Mol betrug 17%. 

[0109] Messungen der Charakteristik der Sauerstoffbin- 
dung unter physiologischen Bedingungen (eine Temperatur 
von 37°C, ein Kohlendioxid-Partialdruck von 40 Torr und 
ein pH-Wert von 7,4) ergaben fur das Produkt einen p50- 
Wert (als MaB einer mittleren Sauerstoffaffinitat) von 21 
Torr und einen n50-Wert (eine mittlere scheinbare Koopera- 
tivitat der Sauerstoffbindungsstellen) von 1,74. 
[0U0] Im "Fallungstest" zeigte das vemetzte Schweine- 
hamoglobin im physiologisch und pathophysiologisch inter- 
essanten pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 keinerlei Wechselwir- 
kungen mit den Proteinen menschlichen Plasmas, insbeson- 
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dere keine nachweisbaren Fallungen, weder des Hamoglo- 
bins, noch von Plasmaproteinen. 

Patentanspriiche 

5 

1. Verfahren zur technisch einfachen Herstellung 
kiinstlicher Sauerstofftrager aus vemetztem Hamoglo- 
bin mil verbesserten funku'onellen Eigenschaften in 
groBer Ausbeute, dadurch gekennzeichnet, dass Ha- 
moglobin 10 

i) zunachst desoxygeniert wird; 

ii) anschlieBend kovalent mit einem chemisch re- 
aktiven Effektor der Sauer stoffbindung umge- 
setzt wird; 

iii) dann die Losung mit einem chemisch nicht re- IS 
aktiven Effektor versetzt wird; und sodann 

iv) das Hamoglobin mit Glutardialdehyd unter 
sehr starker Verdtinnung des Volumens des Reak- 
tionsgemisches bei gleichzeitiger Zugabe des Ver- 
netzers, stabil kovalent miteinander vemetzt wird 20 
und anschlieBend die Losung erneut mit Wasser 
verdunnt wird, und sodann 

v) ein Polyethylenoxid kovalent angekniipft wird 

vi) das erhaltene Produkt in bekannter Weise auf- 
gearbeitet wird. 25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Hamoglobin vom Schwein oder vom 
Menschen stammt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass Schweinehamoglobin als Ausgangsmaterial 30 
dient. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt iv) Glutardialde- 
hyd in einer sehr stark verdunnten Losung zeitgesteuert 
zugegeben wird und so das Volumen des Reaktionsge- 35 
misches und die Hamoglobinkonzentration wahrend 
der Polymerisationsreaktion gleichzeitig gegensinnig 
variiert werden, und anschlieBend die Losung verdunnt 
wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 40 
durch gekennzeichnet, dass wahrend des Schrittes iv) 
das Volumen des Reaktionsgemisches insgesamt um 
einen Faktor 2 bis 10 zunimmt. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass in Schritt iv) Glutardialdehyd in einer Menge 45 
von 6-10 mol/mol, bezogen auf monomeres Hamoglo- 
bin, gelost in 1-2 L Wasser je Liter urspriinglicher Re- 
aktionslosung, innerhalb von 3-15 Minuten zugsetzt 
wird und weitere 1-6 Stunden reagiert 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 50 
durch gekennzeichnet, dass der das Hamoglobin ent- 
haltenden Losung vor der Umsetzung gemaB dem 
Schritt ii) 2-8 Mol Natriumsascorbat pro Mol unver- 
netztes Hamoglobin fur 0,5- 6 Stunden zugegeben 
wird. 55 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt ii) als Effektor 
Pyridoxal-5'-phosphat in einem molaren Verhaltnis, 
bezogen auf monomeres Hamoglobin, von 0,5 bis 3, 
bevorzugt 1 bis 2,5 mol/mol, innerhalb von 0,5 bis 20 60 
Stunden kovalent angebunden wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass in Schritt ii) sowie in Schritt iv) nach der ko- 
valenten Anbindung von Pyridoxal-5-phosphat an Ha- 
moglobin sowie nach kovalenter Verknupfung des Ha- 65 
moglobins mit Glutardialdehyd jeweils reduktives Na- 
triumborhydrid hinzugesetzt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch. 9, dadurch gekennzeich- 
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net, dass reduktives Natriumborhydrid in Schritt ii) in 
einer relativen Menge von 1-9 mol/mol und in Schritt 
iv) von 5-20 mol/mol, jeweils bezogen auf monomeres 
Hamoglobin, fur 30 bis 90min. bzw. fur 15 bis 
100 min. zugesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt iii) 2,3- 
Bisphosphoglyzerat in einer relativen Menge von 
0,5-6 mol/mol, bezogen auf monomeres Hamoglobin, 
zugesetzt wird und 5-50 Minuten danach Schritt iv) 
eingeleitet wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass in Schritt v) ein Polyethy- 
lenglykol-Ether mit einem Molekulargewicht von 500 
bis 3000 g/mol angekniipft wird 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Polyethylenglykol-Ether ein Me- 
thoxy-Polyethylenglykol-Derivat mit einem Moleku- 
largewicht von 1500-2500 g/mol angekniipft wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Herstellungsreaktionen 
in durch Tonometrie mit sauerstofffreien Gasen vom 
Sauerstoff befreiten Lbsungen erfolgen. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-13, da- 
durch gekennzeichnet, dass samthche Verfahrens- 
schritte in einem einzigen GefaB nacheinander durch- 
fuhrbar sind. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, dass ein Produkt erhalten wird, 
das eine Verteilung der Molekulargewichte von 50 000 
bis zu 5 000 000 g/Mol aufweist. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-16, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Gesamtausbeute iiber 
70% und die Ausbeute an Polymeren mit einem Mole- 
kulargewicht iiber 700 000 g/mol mehr als 15% be- 
tragt 

18. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1-17, da- 
durch gekennzeichnet, dass das erhaltene Produkt 
durch ein praparatives Trennverfahren in eine Fraktion 
mit groBer mittlerer molarer und eine Fraktion mit nie- 
derer mittlerer molekularer Masse getrennt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass aus dem Produkt mit hohermolekularer 
Masse und aus dem Produkt mit niederer molekularer 
Masse je eine pharmazeutische Zubereitung hergestellt 
wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass aus dem niedermolekularen Anteil der 
Polymeren ein parenterales Blutsubstitut hergestellt 
wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass aus dem hohermolekularen Anteil der 
Polymeren ein parenterales Blutadditiv hergestellt 
wird. 

22. Kiinstlicher Sauerstofftrager, hergestellt nach dem 
Verfahren gemass einem der Anspriiche 1-21. 

23. Kiinstlicher Sauerstofftrager gemass Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Trager einen n50- 
Wert von 1,6 bis 2,5 und einen p50-Wert von 16 bis 24 
Torr aufweist. 

24. Verwendung von vernetztem Hamoglobin gemass 
Anspruch 22 oder 23, oder, hergestellt nach dem Ver- 
fahren gemass einem der Anspriiche 1 bis 22 zur Her- 
stellung eines Mittels zur intravasalen oder biomedizi- 
nischen Anwendung als kiinstlicher Sauerstofftrager. 

25. Verwendung gemaB Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Mittel in Form einer pharma- 
zeutischen Zubereitung als ein Ersatz des Blutes (Blut- 
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substitut) oder als ein Zusatz zum Blut zur Erhohung 
der Sauerstorrtransport-Kapazitat (Blutadditiv) oder zu 
einer Nahrlosung, ira menschlichen und tierischen Or- 
ganismus, in einzelnen Organen oder in biotechnischen 
Anwendungen, verwendet wird. 
26. Verwendung gemass Anspruch 23 oder 24 zur Be- 
handlung eines chronischen Sauerstoffmangels beim 
Menschen. 
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